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 COMMUNICATION
L’AUTOMATISATION EN BACTÉRIOLOGIE: C’EST MAINTENANT !
BACTERIOLOGY AUTOMATION: IT’S NOW !
Par Hélène POUPET(1)
(Communication présentée le 21 Avril 2016,
Manuscrit accepté le 31 Mai 2016)
L’automation en bactériologie est beaucoup plus tardive qu’en biochimie et en hématologie en raison 
de la complexité de l’analyse bactériologique, surtout au stade analytique. Cependant ses avantages 
sont devenus incontournables et répondent aux exigences de la Norme AFNOR ISO15189 à laquelle 
sont soumis les laboratoires d’analyses médicales. De plus, les biologistes disposent actuellement d’un 
choix conséquent d’appareils dans le domaine de l’analyse cytologique (urines), de la coloration, de 
l’ensemencement-incubation-lecture, de la culture en milieu liquide (hémoculture, mycobactéries), de 
l’identification bactérienne ou encore de la détermination de la sensibilité aux antibiotiques couplés 
à des systèmes experts, régulièrement actualisés. L’inconvénient majeur de cette évolution irréversible 
reste financier obligeant pour le surmonter à des regroupements, le plus caractéristique étant celui 
de la génomique accessible à plusieurs disciplines médicales et biologiques, d’où un développement 
à part. Une autre conséquence est un intérêt moindre du biologiste pour ces domaines conquis par 
l’automation telle la taxonomie…
Mots-clés : bactériologie, automatisation.
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The automation emerged lately in bacteriology, instead of biochemistry or haematology because of 
complexity of analysis, particularly during analytic step. Nevertheless advantages obtained were so 
highly determinant and answered to several criteria of quality required by the norma AFNOR ISO15189 
which is asked to all medical laboratories. At the present time, a great choice of automates is proposed 
in various fields of bacteriology such as urinary cytology, coloration (Gram...), isolation-incubation-lec-
ture, culture in liquid medium (bloodculture, mycobacteria), biochemical identification and in vitro 
susceptibility testing to antibiotics linked to developped expert systems, constantly actualized. Such 
irreversible evolution have some consequences such as limitation of number of laboratories because 
financial investment. A slow decrease of interest of biologists for example, for taxonomy, is observed.
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AbstrAct
INTRODUCTION
Le laboratoire de bactériologie est le secteur de la biologie où 
l’automatisation a été la plus tardive contrairement à la bio-
chimie dans les années 1965-70 et quelques années plus tard, 
l’hématologie, deux disciplines n’ayant qu’un type de prélève-
ment, le sang. Les principales raisons à ce retard sont: la diver-
sité des échantillons à traiter (sang, tissus, sécrétions, liquides, 
matériels) avec leurs contenants, un volume faible de certains 
échantillons biologiques (LCR), la variété des techniques mises 
en œuvre et le fait que la bactériologie traite d’organismes 
vivants au nombre de plusieurs milliers, capables d’évoluer 
(modification d’identification et surtout variété de mécanismes 
de résistance et émergence continuelle de nouveaux gènes ou 
protéines). De plus, l’analyse bactériologique est une succession 
d’étapes techniques nécessitant une expertise humaine, en 
particulier au stade analytique: prétraitement des échantillons 
(broyage, dilution), examen direct (cytologie, microscopie après 
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coloration), ensemencement sur des milieux de culture extrê-
mement variés selon le produit pathologique, voire la suspicion 
diagnostique, identification biochimique, étude de la sensibilité 
aux antibiotiques et, quelquefois, détection moléculaire. Les 
résultats s’étalent donc sur plusieurs jours avec une moyenne de 
deux à cinq jours, voire plus rarement pour certaines bactéries 
telles les mycobactéries, de un à trois mois.
Actuellement, chaque étape peut être automatisée à des degrés 
divers. Nous illustrerons ce propos par divers exemples d’auto-
mates. Toutes ces avancées technologiques ont permis d’amé-
liorer le délai de rendu et la qualité de celui-ci au clinicien 
(Dewaulder et al. 2016). Par ailleurs, les principaux avantages 
et inconvénients de l’automatisation sont rapportés dans le 
tableau 1.
PREMIERS AUTOMATES
Automates de culture
Certains secteurs de l’analyse bactériologique sont, depuis les 
années 1990, automatisés de façon plus ou moins complète 
comme la détection de la positivité des flacons d’hémoculture, 
mesurée toutes les 10 minutes, et basée sur le dégagement de 
CO2 ou celle de la positivité de la culture en milieu liquide 
(liquides de ponction tel liquide articulaire) réduisant sensible-
ment les délais d’incubation au maximum à cinq jours, certains 
expérimentateurs proposant même trois jours d’incubation en 
routine. En effet, les délais de détection ont été précisés dans 
notre laboratoire avec BacT/ALERT® : 90,6 % des hémocul-
tures positives sont détectées en 24 h et 96 % des hémocultures 
en deux à trois jours. Cependant cette durée passe à 15 jours 
pour une recherche de germes à croissance lente (Brucella, 
par exemple). Il convient aussi de rappeler que la méthode 
manuelle nécessite de conserver les flacons dans une étuve, 
pendant un mois avec un contrôle visuel bi-quotidien afin 
de détecter toute croissance par le ou la technicienne, ce qui 
oblige à sortir, puis remettre dans l’étuve au moins plusieurs 
centaines de flacons par jour. Il n’est donc pas étonnant que 
l’automation se soit d’abord appliquée à la culture des bac-
téries dans le sang. Actuellement, les dernières générations 
d’automate à hémoculture permettent même le déchargement 
automatique des flacons négatifs (Virtuo® BioMérieux). Outre 
la disparition des tâches répétitives et fastidieuses, la rapidité 
de détection d’une culture positive est un grand avantage : 
un malade, entré aux urgences dans l’après-midi avec un 
diagnostic incertain d’embolie pulmonaire ou de pneumopa-
thie, peut avoir un résultat en six à sept heures, par exemple 
une hémoculture positive avec un diplocoque à Gram-positif 
capsulé suggérant une pneumopathie à pneumocoque et donc, 
traitée en conséquence.  
Quelques années plus tard est apparu l’automate de culture de 
mycobactéries en milieu liquide basé sur la présence ou non 
d’O2 avec le BD MGIT® (http://www.bd.com/ds/productCen-
ter/MT-MgitTubes.asp). Le troisième avantage de l’automation 
est la réduction des éventuelles contaminations pour le mani-
pulateur lors de la vérification hebdomadaire, la détection de 
la positivité étant devenue automatique (une fois/h). La durée 
moyenne de culture d’un bacille tuberculeux, de 21 jours, est 
réduite en moyenne à 9-10 jours par la méthode automatisée, 
certaines expectorations très bacillifères étant même détectées 
en trois à quatre jours.
Avantages
- Suppression des tâches répétitives automates d’hémocultures – culture de mycobactérieschaines d’ensemencement – incubation - détection automatiques
-  Standardisation et traçabilité des différents « process » tous les automates
- Diminution des délais d’incubation automates de culture, d’identification, d’antibiogramme…
- Suppression de la contamination    flacons d’hémoculture non ouverts à la moindre suspiciontechnicien et biologiste lors du contrôle des cultures de mycobactéries
-  Réponse beaucoup plus rapide après culture identification au maximum en quelques minutes (MALDI-TOF)
- Identification très améliorée augmentation du nombre de caractères biochimiques détectés (10, puis 30 à 50)
- Résistance: meilleure détection adjonction de banques de données et systèmes experts apport de systèmes experts  (plus de 1000 règles d’interprétation)
- Toxicité diminuée moindre consommation de colorants
Inconvénients
- Coût important
-  Nécessité d’accompagner le personnel au changement
-  Interfaces informatiques complexes devant être performantes
-  Nécessité d’avoir un support technique et  
informatique efficace et opérationnel 7 jours sur 7
-  Importance de la mise en place  
de procédures dégradées en cas de panne
Tableau 1 : Principaux avantages et inconvénients des automates.
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Automates d’identification et d’antibiogramme
La future automatisation de l’identification bactérienne débute 
dans les années 1970 avec la société API System grâce à la minia-
turisation de galeries d’identification telles API Lactobacilles, 
API 20E, API Staph, API Strep, API Coryne… La première 
étape de l’automation est celle de la lecture automatique des 
microplaques, plus tard accompagnée après codage, de sys-
tèmes experts d’identification bactérienne (www.biomerieux.
fr/). Cependant les progrès de l’automatisation de la lecture, 
associés à ceux de la miniaturisation, et l’incorporation de 
systèmes d’experts permettent d’élaborer de nouveaux auto-
mates plus complexes couplant l’identification bactérienne 
et la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme) avec les 
automates Vitek-2® de bioMérieux et Phoenix® de Becton-
Dikinson ou encore Walkaway® de Siemens (www.biomerieux.
com/fr/identification-bacterienne-antibiogramme-vitek-2,www.
bd.com/ds/productCenter/IS-Phoenix.aspx, www.flab.fr/.../bac-
teriologie_ppt_siemens_29_03_2012.original.pdf). Il convient 
de rappeler que ce premier type d’automate a bénéficié des 
nombreuses avancées de la recherche spatiale avec, pour final, 
son envoi avec les astronautes sur la lune !
Il existe d’autres automates d’identification et/ou de détermina-
tion de la sensibilité aux antibiotiques plus adaptés à de petits 
laboratoires de diagnostic, donc aux performances moindres 
tels ATBexpression, Mini-API , SIRScan…….. (www.biome-
rieux.fr/, http://www.i2a-diagnostics.fr/#!sirscan-micro-/c18lu) 
qui bénéficient néanmoins de systèmes d’expert intégrés. 
Autres
D’autres automates, de découverte plus tardive (Iris® IQ200, 
Sysmex® UF500/1000, Urised®)(www.beckmancoulter.com/, 
www.biomerieux.fr/, www.i2a-diagnostics.fr), per-
mettent une cytologie urinaire basée soit sur l’analyse 
d’images, soit sur la cytométrie en flux (Stürenburg, 
2014 ; Inigo, 2016). L’examen cyto-bactériologique 
des urines est, en effet, un examen tellement banal 
en médecine qu’il nécessite l’automation, car souvent 
négatif.
Les automates de coloration tels Previ® (www.biome-
rieux.fr/) permettent aussi d’éviter les actes répétitifs 
et fastidieux, mais surtout diminuent la consomma-
tion de colorants toxiques pour l’environnement 
(Baron, 2010) et améliorent la reproductibilité des 
colorations.
AUTOMATES PLUS RÉCENTS
À la fin des années 1990, l’impossibilité de dia-
gnostiquer, rarement il est vrai, quelques souches 
bactériennes nécessite de recourir à l’amplification 
génique (PCR) et au séquençage du gène codant 
l’ARN ribosomal 16S, d’autant que la base de don-
nées bactériologiques BIBI (BioInformatics Bacterial 
Identification) est mise à disposition des biologistes (Devulder 
et al. 2003). Cette approche génomique s’est imposée à une 
majorité de bactériologistes, au moins hospitaliers.
Maldi-Tof
Cependant dès 1995, une nouvelle méthodologie révolutionne 
complètement l’identification des bactéries, il s’agit de la 
spectrométrie de masse ou MALDI-TOF pour Matrix-Assisted 
Laser Desorption Ionization–Time of Flight (figure 1) (Clark et 
al.2013; Degan & Ruimy, 2013 ;Buchan & Ledeboer, 2014). 
Cette nouvelle méthode permet, à partir d’une colonie, donc 
après culture, d’obtenir l’identification du germe en deux 
à quatre minutes. Si l’investissement de départ dépasse les 
100.000 Euros, cette méthode présente comme autre avantage, 
outre la rapidité, un coût très diminué des réactifs. Cependant, 
un dernier avantage, la spécificité élargie à de très nombreux 
groupes bactériens après constitution des banques de données 
correspondantes, justifie la préférence de nombreux labora-
toires. Par la suite, cette technologie est appliquée à la mise 
en évidence de germes directement en milieu liquide tels 
hémoculture, LCR ou urine (Konnerth, 2014). Enfin l’identi-
fication de certains mécanismes de résistance est devenue aussi 
possible. Il convient aussi d’insister sur les autres possibilités 
diagnostiques en mycologie, voire en parasitologie (Cassagne et 
al. 2016 ; Yssouf et al. 2016). Le succès d’une telle méthode est 
lié surtout à la rapidité et à la spécificité du diagnostic. Ainsi les 
menaces de bioterrorisme dans les années 2000 ont facilité son 
développement mondial rapide pour l’identification de germes 
très pathogènes tels Bacillus anthracis (charbon), Brucella 
melitensis (brucellose), Burkholderia pseudomallei (mélioïdose), 
Corynebacterium diphtheriae (dipthérie), Francisella tularensis 
(tularémie), Vibrio cholerae (choléra), Yersinia pestis (peste)…… 
Figure 1 : Principe de la spectrométrie de masse 
ou MALDI-TOF. L’échantillon à analyser est 
déposé sur une plaque Maldi (A) et est traité par 
une matrice appropriée (B). Après introduction 
de la cible dans le système, elle est bombardée par 
un laser (C). Les ions (D) ainsi générés dans la 
chambre d’ionisation sont accélérés dans un champ 
électrique qui les dirige dans un tube de vol (E) 
vers l’analyseur. Ce dernier permet de séparer et 
de classer les ions accélérés selon leur temps de vol 
(TOF : Time-Of-Flight) et de produire un spectre 
de masse (F) qui est une sorte d’empreinte digitale 
spécifique et unique de la composition en protéines 
du microorganisme analysé et qui peut être comparé 
à une banque de données de spectres.
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Indiquons que le nombre très élevé de publications indexées à 
PubMed en avril 2016 est supérieur à 14.000 dont 411 revues. 
Enfin, la CADTH (Canadian Agency for Drugs and Technologies 
in Health) a récemment insisté sur l’intérêt du MALDI-TOF 
en termes de risque et bénéfices pour le patient (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK350093/).
Ensemenceur-incubation-lecture automatiques
Une nouvelle étape essentielle vient d’être franchie avec celle 
de l’ensemencement automatisé qui nécessite une technique 
parfaitement standardisée et reproductible pour isoler, de façon 
la plus exhaustive possible, les différentes bactéries présentes 
dans un échantillon biologique. Divers automates d’ensemen-
cement sont apparus sur le marché ces dix dernières années 
(Bourbeau, 2013; Buchan & Ledeboer, 2014 ; Froment, 2014). 
Leur défi est de pouvoir ensemencer des prélèvements variés, 
liquides ou solides, reçus dans différents types de contenants 
nécessitant des cultures semi-quantitatives ou qualitatives sur 
divers milieux solides.
Les appareils ou chaines développées récemment sont des 
automates d’ensemencement associés à des étuves équipées de 
systèmes d’imagerie permettant la visualisation des géloses et 
donc, l’examen des colonies bactériennes, s’il y a lieu. En 2016, 
deux solutions sont proposées: soit partiellement automatisée 
avec BD Kiestra® InoquIA et WASPLab® (Copan) (www.
bd.com/, www.copanusa.com/products/automation/wasplab/), 
soit totalement automatisée BD Kiestra® WCA (www.bd.com/
europe/labautomation/). 
Demain, ces systèmes permettront un prélèvement automa-
tisé de colonie (ou picking), préalablement sélectionnée par 
l’opérateur. Ils seront couplés à un MALDI-TOF et à des 
systèmes automatisés réalisant les antibiogrammes (Croxatto, 
2016). Cette nouvelle étape de l’automation est capitale, mais 
nécessite d’importants investissements, à peu près dix fois supé-
rieurs à ceux pour les autres automates. Aussi le regroupement 
d’hôpitaux et de laboratoires est-il inéluctable, de même qu’en 
biologie de ville.
Séquenceurs automatiques
Nous ne faisons que citer ces équipements promis à de nou-
veaux développements spectaculaires, qui devront être mutua-
lisés par plusieurs disciplines médicales telles la virologie, la 
parasitologie, la génétique, la cancérologie… d’où l’émergence 
de plateformes génomiques transformant radicalement le pay-
sage de nos laboratoires (Fournier et al. 2013, Van Belkum et 
al. 2013). Certaines structures hospitalières ou non sont actuel-
lement capables de séquencer un génome bactérien en 48 h. 
CONCLUSION
L’automation en bactériologie, compte-tenu de la complexité 
de ce type d’analyse,  a pris une trentaine d’années. Cependant 
en raison de ces indéniables avantages, il ne saurait être ques-
tion de revenir en arrière. Néanmoins, plusieurs conséquences 
doivent être connues. Ainsi les investissements sont de plus 
en plus élevés. Les décideurs politiques et économiques qui, 
dans les années 1970, ont poussé à l’automatisation, suscitent 
à nouveau de nouvelles évolutions pour une mutualisation des 
moyens (Williams & Trotman, 1969 ; Isenberg & MacLowry, 
1976). La conséquence directe est le regroupement des labora-
toires au sein de plusieurs établissements hospitaliers comme la 
bactériologie et la parasitologie. Les regroupements sont encore 
plus significatifs  pour les laboratoires privés comme regrouper 
quinze laboratoires de type LABM.
Une autre conséquence est certainement une adaptation de 
la formation des biologistes à l’adjonction de systèmes experts 
remis à jour régulièrement dans l’identification bactérienne 
ou encore dans la détection d’un mécanisme de résistance 
aux antibiotiques et leur interprétation rend  plus difficile  le 
contrôle par le biologiste.  
La poursuite de l’automatisation de la bactériologie est incon-
tournable pour des raisons économiques (diminution des effec-
tifs, augmentation de l’activité consacrée à d’autres tâches) et 
pour des raisons de qualité. Elle permet, en effet, de répondre 
aux exigences de la Norme ISO15189 à laquelle sont soumis 
les laboratoires d’analyses médicales (optimisation du délai de 
rendu, standardisation, reproductibilité, traçabilité des diffé-
rentes étapes de l’analyse bactériologique). L’automatisation 
de la presque totalité des étapes de l’analyse bactériologique 
standard entraine une évolution des métiers de techniciens 
et de biologistes. Cependant l’expertise humaine demeure 
essentielle pour assurer une interprétation médicale pertinente 
du rendu des automates (connaissance des limites de ces auto-
mates, maintien des compétences en cas de panne). 
 Ces progrès de l’automation en bactériologie médicale ont ou 
vont bénéficier à d’autres secteurs comme la bactériologie vété-
rinaire avec en perspective, un contrôle accru en bactériologie 
des eaux, bactériologie alimentaire ou encore dans celle de 
l’environnement (Clark et al. 2013, Singhal et al. 2015 ; Santos 
et al. 2016). La multirésistance aux antibiotiques devient un 
réel problème de santé publique comme en témoigne un nouvel 
exemple récent de la découverte d’une carbapénémase de classe 
A (VCC-1) dans une souche de vibrion cholérique, isolée au 
Canada à partir d’un lot de crevettes congelées en provenance 
d’Inde (Mangat et al. 2016). 
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